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Summmとy: An anti-von Willebrand factor (vWF) mouse monoclonal antibody designated as 
NMC-4 was shown to induce the inhibition of both the ristocetin-and botrocetin-induced vWF 
bindings to platelet glycoprotein (GP) lb， as well as the block of desialylated vWF (AS-vWF) 
binding to GPlb. Using NMC-4 coupled Sepharose 4B column， a 97kDa fragment was immunopur-
ified from a tryptic digest of native vWF in nonreduced condition. The 97kDa fragment showed a 
doublet polypeptide with a M. W， 52/48kDa after reduction with dithiothreitol on SDS-polya 
crylamide gel. The NH2-terminal sequence and amino acid analysis of the 97kDa fragment 
indicated that it was a homodimer composed of vWF peptide (amino acid residue 449-728). These 
results demonstrated the possible presence of one or three interchain disulfide-bonds involving the 
cysteine residues 459， 462， and/or 464. This fragment competitively inhibited both the ristocetin 
-and botrocetin-induced vWF bindings to GP lb as well as AS-vWF binding to GP lb. On 
Western blotting， NMC-4 r巴actedwith the reduced 97kDa fragment with less intensity than the 
nonredued one. Two synthetic peptides， Cys 474-Pro 488 and Leu 694-Pro 708， inhibited ristocetin 
-induced binding of 97kDa fragment to GP lb. But neither of them inhibited botrocetin-induced 
binding of 97kDa fragment to GP lb or its dir巴ctbinding to GP lb. These results clearly indicate 
that the GP lb binding domain expressed by either ristocetin or botrocetin resides on a different 
portion within the 97kDa fragment. 
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にいたる multimersのシリーズを形成している 1)2)3)• 
vWF subunitの一次構造は Sadl巴rら4) (1985)の分子




S巴r1から Arg272は第刊阻子結合ドメインで， Va1449 
から Lys728は血小板膜糖蛋白 (glycoprotein;GP) 1b 




ら Glu1365は collagen結合ドメイン， 1744-1747の




で精製し， 52/48 kDaの doubletpolyp巴ptideを得て，
この polypeptideは vWFsubunitのアミノ酸残基 449











in vitroでの血小板凝集は血築中の vWFの GP1bへの
結合で開始されると考えられているので，著者はまず
vWFの GP1b結合能に対するNMC-4の抑制効果を検





1)試薬:牛トリプシン (bovinepancreatic trypsin 
Type 1)， Soybean trypsin inhibitor (SBTI)， p 
aminophenyl methanesulfonyl fluoride hydrochloride 
(p-APMSF)， phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)， 
粗製 bothropsjararaca v巴nomは Sigma社 (St
Louis， MO). ウシ血清アルブミン (bovineserum albu【
min; BSA)，アクアサイド Iは Calbiochem社 (La




















に調整し， 0.02 %NaN3を含む O_lMリン酸 0.15M食






5) 52/48 kDa vWFフラグメントおよび desialylat-
ed-vWFの調整:還元・sカノレボキシメチル化 (S一CM)
52/48 kDaフラグメントは Fujimuraet a18)の方法に
より作成_Desialylated-vWF (asialo-vWF: AS-vWF) 
は DeMarco et alの方法16)に準じ， vWFを protease
free n巴uraminidaseで処理して作製した.
6) 1odination:各々の蛋白は Franker& Speckの方
法17)に準じ 1odogen法にて 1251標識を行なった 1251標
識した蛋白の比活性は 0.62-0.98x10' cpm/mgであ
った.





57.5 mg/mI)を 12.5μl加え室温にて 30分間インキュ
ベー卜した.この混和物を， 20 %sucrose 2% BSA加タ
イロード緩衝液 (pH7.4)を300μlずつ分注した 2本の














8) SDS -polyacrylamide gel 電気泳動 (SDS-
P AGE) : Laemmliの方法16)に準じた.種々濃度の SDS
polyacrylamide g巴lはスラフ守ゲノレ電気泳動装置 (Bio
rad社製〉を用いて 0.1% SDS加 25mM トリス 192
mMグリシン緩衝液 (pH8.3)で、ゲノレ一枚につき 9mA
で16時間泳動した.
9) Western blotting法 Towbin巴talの方法1川こ準
じた. ゲノレメンブレン転写装置 (Biorad社製〕を用し、，
polyacrylamide gelからニトロセノレロース膜への転写
は20% (v/v)メタノーノレ， 25mMトリス 192mMグ
リシン緩衝液 (pH8.3)で0.25A一昼夜行なった.
10) Autoradiography固まず O.lMリン酸 0.15M 
食塩緩衝液 (pH7.3)に終濃度 2mMの PMSF，0.02 
% NaN3および 5% skimmilkを加え blotto液を作製
した.この blotto液に転写したニトロセルロース膜を浸
し30分間ゆっくりと振還した.次に一次抗体を含んだ
blotto液 (blotto液 100mlにマウス腹水 100μ1)にニ
トロセノレロース膜を移し 2時間反応させた後， blotto液
で10分間 3回洗浄し，さらに 2次抗体('吋標識家兎抗
体マウス 19G)を含んだ blotto液に移し 30分間反応さ
















させ抗体カラムに添加した. 1時間吸着させた後， 0.02 
% NaN3加 0.05M トリス 0.15M食塩緩衝液 (pH
7.35)で40Cにて一昼夜カラムを洗浄した.さらに O.lM
トリス 0.5M塩化リチウム緩衝液(pH8.0)，0.05Mト




た後 0.02% NaN3加 0.05Mトリス 0.15M 食塩緩衝
液 (pH7.35)にて 40Cで二昼夜透析した.さらに精製す
るため透析後の vWF を凍結乾燥した後， 1 %リン酸






トについて SDS-PAGEを行い， Coomassie Blue染色
で認められた subband部分のゲノレを細かくカットし，
Hunkapiller et al目の方法20)に準じ electroelutionを行
なっTこ.
12)アミノ酸分析及び N 末端アミノ酸配列の解析






P488及び L694-P 708 Iこ相当する 2種の合成ベプチ
ドを用いた.
成 績


















2. トリフヘンン消化 vWFフラグメントの NMC-4と
の反応性
(783) 
察された. E/S が 1/100-1/50では 130kDa と97
kDaが mainbandとして検出された. トリプシン消化
vWFフラグメントの DTT添加による還元 band像は，
非消化物の 225kDaから E/S=1/100では 74kDa及
び52/48kDaの2bandが観察され， E/Sニ1/50では












抗 vonWil1巴brand因子 (vWF)モノクロ一ナノレ抗体 NMC-4
による血小板膜糖蛋白 (GP)Ib結合ドメインの解析
vWF フラグメントの DTT 非添加条件の SDS 
PAGE後の NMC-4をl次抗体とした autoradiogra巴
phy像は，トリプシン未処理ではゲ、ノレ上端部(200kDa以






















Table 1. NH2-terminal sequ巴nce of the non 
reduced 97 kDa fragment and its amino 
acid composition 





Cyc1e 1 Val Val-449 
2 Thr Thr-450 
3 Leu Leu -451 
4 X Asn-452 
5 Pro Pro -453 
6Ser  S巴r-454 
Amino acid composition of a tryptic 97kDa fragment 
97kDa Amino acid 
analysed residue 449-728 





























































































































































































Fig. 1. The inhibitory effect of purified IgG from 
NMC-4 on the vWF or AS-vWF binding to 
platelet GP Ib. Top; ristocetin induced 
vWF binding. Middle: botrocetin induced 











E/S C 古市古 1商1而C
 Fig.2. Th巴 immunoreactivityof NMC-4 to tryptic vWF fragments 
generat巴dby various enzyme to substrate (E/S) ratios. SDS 
5-20% P AGE was follw巴dby Western blotting analysis under 
nonreduced (NR) and reduced (R) condition目 Ineach lane， a 
total of 33μg of whole tryptic digest of vWF was applied. 
The E/S ratio is indicat巴dbelow. C: control (undigested 
vWF) 
た.濃縮・透析後，凍結乾燥し， HPLC逆相カラム (C3) に抑制された. Botrocetinにより誘導される vWFの
に添加して majorpeakを得た (Fig.3). このものは GP Ibへの結合も両フラグメントは 10μMの濃度でほ
SDS-PAGEで分子量 97kDaを示した.また非還元サン ぼ同様に抑制した.また ASγWFによる GPlbへの直
フツレの N末端のアミノ酸配列は Val-Thr-Leu-X -Pro- 接的結合も両フラグメントにより競合的に抑制された
S~r で，アミノ酸残基 449-454 に相当し，さらに subunit (Fig.4). 
を構成するアミノ酸残基 Val449 -Lys 728に相当する 5.合成ベプチドによる vWF及び 97kDaフラグメ
52/48 kDaフラグメントの組成とほぼ一致した (Table ントの GPIb結合抑制効果
1). vWF subunitの GPIb結合ドメインであるアミノ酸
4.純化 vWFの GP1b結合に対する 97kDaフラグ 配列 449-728残基のうち， ristocetin依存性の vWFの
メント及び52/48kDaフラグメントの抑制効果 GP 1b結合を特異的に抑制する 2つのベプチド即ち Cys
ダイマーである 97kDaフラグメント及びモノマーで 474-Pro 488とLeu694-Pro 708を合成し， 1251-vWF 
ある S-CM52/48 kDa フラグメントについて 1251- のbotrocetin依存性の GP1bへの結合に対する抑制効
vWFの GP1b結合に対する競合的抑制効果を検討した. 果を検討した.既報のごとく ristocetinにより誘導され
Ristocetinにより誘導される 1吋 -vWFのGP1b結合は るvWFのGP1b結合は両ペプチドにより濃度依存性に
両フラグメントによりほぼ同じモノレ濃度(10μM)で完全 抑制されたが， botrocetinに誘導される vWFの GP1b
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Fig.3. The purity analysis of an immunopurified 97kDa fragment of 
vWF. A total of 450μg of the 97kDa fragment was subjected 
to reverse-phase HPLC on ultrapore RPSC (C3) column. By 
the gradient巴lutionof acetnitril from 0 to 60%， a major 
protein p巴akwas recorded at the absorbanc巴 206and 280 nm. 
結合はいずれのペプチドによっても抑制されなかった
CFig. 5). 同様に 1251で標識した 97kDaフラグメント
の GP 1b 結合に対する抑制効果を検討したが， ris. 
tocetinに誘導される 97kDaフラグメントの GP1b結
合は両ペプチドにより濃度依存的に抑制されたが，
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で処理した AS-vWFを 1251で標識し， ristocetinある
いは botrocetinの非存在下にて GP1bへの直接的な結
合に対する NMC-4の抑制効果を検討したが， 10μg/ml 
の濃度で完全に抑制された.従って NMC-4は ris-
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Fig. 5. Inhibitory effect of two synthetic peptid巴s，
C474-P488 and L694-P708， on the bindings 
of vWF to GP Ib induced by ristocetin 
(top) or botrocetin (bottom). The bind目
ings of vWF to formalin-fixed platelets 
was assayed essentialy as described in“ 










competing ligand (μM) 
0.01 
。
Fig. 4. Competitiv巴 inhibition of vWF or AS 
vi九TFbinding to GP Ib by the 97kDa-( 0) 
or th巴 52/48kDa-(・) fragment. Top: 
ristocetin-induced vWF binding. Middle: 
botrocetin-induced vWF binding. Bot】
tom: As-vWF binding. 
Ibへの結合をも抑制する抗体であることを認めた.この
ことより NMC-4に対応する vWFドメインを検索する
ため， トリプシンで消化した vWFフラグメントの SDS
PAGEを行い， Western blottingの後 NMC-4と反応
させ， autoradiographyを行い bandを観察した.
E/S = 1/100 -1/50消化物の DTT非添加(非還元〕
条件では 130kDa及び 97kDaフラグメントの bandが，






2時間反応させた vWFのトリプシン消化物は 130kDa 
フラグメントよりも 97kDaフラグメントが主体であっ
たので，この条件の vWFのトリプシン消化物を NMC
-4固相化 Sepharoseカラムに添加して， 97 kDaフラグ
メントを免疫分離した.さらに HPLC-reversephas巴
C3カラムで 97kDaフラグメントの純化物を得た. こ
の 97kDaフラグメントの N 末端の 6つのアミノ酸配












459， 462及び 464の Cys残基は Fig.7のように 2つの
様式のいずれか即ち 1ケまたは 3ケが subunit聞のジ
スノレフィド結合を形成しているものと考えられた.
97 kDaフラグメント及び S-CM52/48 kDaフラグ








マーである 97kDa フラグメントとモノマーである S














































































Fig. 6. Inhibitory effect of two synthetic peptid巴s，
C474-P488 and L694-P708， on the bindings 
of 97kDa fragment to GP Ib. The binding 
of 97kDa fragm巴nt to formalin-fixed 
plat巴letswas assay巴din the presence of 
ristocetin (top) or botrocetin Cmiddle)， 



















708の2種が ristocetin依存性 vWF結合さらには AS
vWFの直接的な GPIb結合を抑制することを報告した.
728 著者もアミノ酸残基 474-488および 694-708に相当す
449 
Fig.7. Schematic repr巴S巴ntation of a dimeric 
97kDa fragment of vWF and position of 
disulfide-pairings. Within seven cysteine 
residues in th巴52/48kDafragment (Va1449 
Lys728)， two disulfid巴 pairings were 
determined as well as no existence of fr巴e
cystein巴 residue within vWF subunit 
Thus， on巴 orthree possible intersubunit 







































1. NMC-4は ristocetinおよび botrocetiniこより
誘導される vWFのGPIb結合を完全に抑制した また
AS-vWFの GPIb結合も完全に抑制した.




PAGEで， NMC-4反応性の分子量 130kDa， 97 kDaの
2bandを認めた.
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